Caracterización de la variabilidad genética de una población de mejora de Juglans regia L. by Alfonsín, P. et al.
Introducción
La caracterización de la diversidad genética consti-
tuye un importante aspecto en la conservación y mejo-
ra de las especies forestales. Su conocimiento permite
identificar y distinguir genotipos diferentes, siendo con-
veniente desde el inicio de las actividades de selección
una verificación de la identidad de los individuos que
constituyen la población de mejora (Cheliak, 1993). Por
otro lado, una población de mejora seleccionada en un
área más o menos amplia, debe tener mayor variabili-
dad o, al menos, mantener la variabilidad encontrada en
las poblaciones naturalizadas (El-Kassaby, 2000).
Invest Agrar: Sist Recur For (2004) 13(3), 518-526
Caracterización de la variabilidad genética de una población
de mejora de Juglans regia L.
P. Alfonsín, M. Abuín, R. Díaz* y J. Fernández-López
Departamento de Producción Forestal. CIFA Lourizán. Apdo. Correos 127. 36080 Pontevedra. Spain
Resumen
En el presente trabajo se ha llevado a cabo la caracterización genética de una población de mejora de Juglans re-
gia L., mediante la técnica de electroforesis con 4 sistemas enzimáticos. Este estudio demuestra el mantenimiento de
variabilidad en la población de mejora de primera generación respecto a las poblaciones naturalizadas de un área ge-
ográfica próxima, ya que se han obtenido niveles de heterocigosidad en la población de mejora ligeramente superio-
res (0,197) a los de poblaciones naturalizadas de una zona geográfica cercana (0,177). Por otro lado, también se des-
taca la técnica de electroforesis con isoenzimas como una herramienta útil en la diferenciación de genotipos de 
J. regia, aunque sería aconsejable incluir en la identificación de la población de mejora algún otro sistema enzimáti-
co polimórfico como podría ser diaforasa, que mejora el poder resolutivo de esta técnica de identificación. En cuan-
to a la elección de un marcador para un mejor estudio de la variabilidad, se ha comprobado que los valores de varia-
bilidad son superiores para isoenzimas (0,202) que para RAPDs (0,060), aunque los RAPDs han discriminado un
mayor numero de genotipos. Además la utilización conjunta de ambos marcadores ha permitido la identificación in-
dividualizada de todos los genotipos estudiados. Por lo tanto, se considera importante la utilización conjunta de am-
bas técnicas con el objetivo de identificar individuos en los procesos de manejo de la población de mejora, incluida
la selección y certificación de clones para la protección de los derechos de obtención de los mismos.
Palabras clave: isoenzimas, RAPDs, identificación genética, diversidad, población de mejora.
Abstract
Characterisation of genetic variability in an breeding population of Juglans regia L.
Genetic structure of a breeding population and three naturalised populations of Juglans regia L., was investigated
by means of starch gel electrophoresis for 4 enzyme systems. This study reveals variability preservation in the breeding
population of f irst generation respect to the naturalised populations, since heterocigosity levels in the breeding
population (0.197) are higher than in naturalised populations of the same geographic area (0.177). Isozyme
electrophoretic technique is emphasised as well as an useful tool in the genotype differentiation of J. regia, and it
should be advisable to include in the identification of the breeding population some polymorphic isozyme system,
like diaforasa, which improve the resolution of this identification technique. As far as molecular marker election to
better study of variability, it has been proved that the diversity values are higher with isozymes (0.202) than RAPDs
(0.060), although with RAPDs greater number of individuals has been discriminated. Moreover, the joint use of both
markers allow individualised identification of studied genotypes. So, the use of both techniques together is considered
important for individual identification in the breeding population process, including selection and certification of
clones to protect the obtaining rights of it.
Key words: isozymes, RAPDs, genetic identification, diversity, breeding population.
* Autor para la correpondencia: rdiaz.cifal@siam-cma.org
Recibido: 12-01-04; Aceptado: 01-10-04.
Tanto en el estudio de la variabilidad de la pobla-
ción de mejora como en la documentación del germo-
plasma deben emplearse caracteres bajo control gené-
tico (Mast, 1975). En el caso del nogal (Juglans regia
L.), los caracteres más utilizados son los isoenzimas,
que se han utilizado tanto en estudios de variabilidad
poblacional (Malvolti et al., 1993; Fornari et al., 1999)
como en identificación clonal (Aleta et al., 1990) de
esta especie. También los marcadores de ADN o ARN,
que constituyen métodos más resolutivos en la dife-
renciación genética, como es el caso de los RAPDs
(Random amplified polymorphic DNA), han sido em-
pleados para la caracterización genotípica de J. regia
(Nicese et al., 1998).
Las poblaciones de Juglans regia L. que hoy se en-
cuentran en el oeste europeo están constituidas por
individuos aislados o bien por pequeños grupos en
los bordes de tierras de cultivos cercanos a pobla-
ciones humanas. La distribución geográfica de esta
especie se ha ampliado desde la antigüedad, debido
principalmente a la utilización de su fruto en ali-
mentación. A pesar de ser una especie muy ligada al
hombre, la mayoría de los autores consideran que las
poblaciones actuales del sudoeste europeo están adap-
tadas a los ambientes locales. Así, en España, se han
encontrado diferencias significativas entre poblacio-
nes en cuanto a supervivencia y crecimiento en altu-
ra (Fernández-López y Pereira, 1997), así como en
vigor y abscisión foliar (Aleta y Ninot, 1997) y en re-
sistencia a Xantomonas arboricola pv. juglandis
(Germain et al., 1997). Por otro lado, ensayos de pro-
genies llevados a cabo en Europa mostraron un ele-
vado control genético de los caracteres fenológicos
y de crecimiento, indicando además la existencia de
una elevada variabilidad (Fady et al., 2003; Díaz y
Fernández-López, 2004). Actualmente, la variabili-
dad genética de J. regia en el oeste de Europa se ve
amenazada por tres factores. Por un lado la tala se-
lectiva de los árboles considerados mejores para ma-
dera (Becquey, 1997), que favorece la proliferación
de los utilizados para el cultivo de nuez reduciendo
así, la variabilidad de la especie. Por otro lado, la in-
troducción de poblaciones de J. nigra, y especial-
mente de híbridos como Ng23, Mj209 y Ng38 (Díaz
y Fernández-López, 2004) o de variedades injertadas
para la producción de nuez y madera (Becquey, 1997),
que podría afectar a la variabilidad genética de J. re-
gia en áreas de plantación intensiva. Finalmente, las
poblaciones naturalizadas podrían verse influidas por
el proceso de abandono del entorno rural, debido a la
competencia con otras especies en un medio asilves-
trado. Por consiguiente, la diversidad genética de las
poblaciones de nogal del oeste de Europa estaría con-
dicionada tanto por la selección natural y como por
la acción humana (Malvolti et al., 1997). Por todo
ello, esta especie se ha considerado en la Red Euro-
pea de Frondosas Nobles del programa europeo de
conservación, EUFORGEN (European Forest Gene-
tics Resources), cuyo objetivo principal es salva-
guardar el potencial evolutivo de las especies (Ericks-
son, 2000).
Dentro de este marco, se estableció en el Centro de
Investigaciones Forestales y Ambientales de Lourizán
un programa de mejora genética a largo plazo del no-
gal para uso forestal en el área noroccidental de la Pe-
nínsula Ibérica. Este programa se inició con la selec-
ción de una población de mejora para la producción
de madera, estableciéndose un banco clonal por in-
jertado para la conservación de la diversidad genéti-
ca. El método de selección empleado y los caracteres
evaluados en campo para seleccionar la población de
mejora se describen en Díaz (2001). La población de
mejora formará parte de la Red Europea de Conser-
vación de Frondosas Nobles, como una de las pobla-
ciones de conservación siguiendo el modelo MPBS
(Sistema de Mejora en Múltiples Poblaciones) (Eriks-
son, 2000)
El presente estudio tiene como objeto el estudio de
la variabilidad recogida en la población de mejora, así
como la documentación del material que constituye di-
cha población. Para ello, se establecen como objetivos
concretos: (1) comparar la diversidad molecular de la
población de mejora con la de poblaciones locales na-
turalizadas (2) determinar la capacidad de los isoen-
zimas para la identificación clonal en relación con la
de los RAPDs.
Materiales y Métodos
Material Vegetal
En el presente trabajo se llevó a cabo el estudio de
61 individuos que forman parte de la población de
mejora de nogal establecida en el CIFA de Lourizán.
Esta población procede de una selección fenotípica
de individuos realizada en el noroeste español (Ga-
licia, Asturias y León). En cada zona prospectada, se
escogieron «de visu» varios nogales con buen porte
forestal y entre ellos se seleccionó solo uno como ár-
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bol superior. Para ello se empleó un método de com-
paración fenotípica en el que se evaluaron caracte-
res relacionados con la producción de madera. Una
descripción completa de la selección en campo y los
caracteres evaluados se encuentran en Díaz (2001).
De estos arboles seleccionados en campo se recogió
púa que, tras ser injertada, se plantó en un banco de
germoplasma, estableciéndose así la población de
mejora.
Así mismo, se han estudiado tres poblaciones na-
turalizadas de nogal localizadas en el oeste penin-
sular, dos de ellas situadas en Galicia. En la provin-
cia de Lugo se encuentra la población de Valadouro
a una altitud de 91 m y en ella se estudiaron mediante
isoenzimas 49 individuos. En la provincia de Ponte-
vedra se eligió la población de Silleda, a una alti-
tud de 493 m, en la que se estudiaron 41 individuos.
Ambas poblaciones presentan un clima húmedo 
y templado. De la tercera población, situada en 
la provincia de Ávila (Burgohondo), se escogie-
ron 50 individuos, se encuentra a 834 m de altitud y
presenta un clima seco y con elevada incidencia de
heladas.
En todos los casos, la recolección de las muestras
de hoja para el análisis enzimático se llevó a cabo en
los meses de septiembre y octubre.
Técnicas de electroforesis
Se realizó la caracterización genética de la población
de mejora, así como de las tres poblaciones naturaliza-
das, mediante cuatro sistemas isoenzimáticos: malato
deshidrogenasa (MDH, E.C.1.1.137), shikimato deshi-
drogenasa (SDH, E.C.1.1.1.25), fosfogluconato deshi-
drogenasa (6-PGD, E.C.1.1.1.44) y fosfoglucomutasa
(PGM, E.C.2.7.5.1).
Por otro lado, de las tres poblaciones naturalizadas,
dos de ellas (Valadouro y Burgohondo) se estudiaron
además, mediante los isoenzimas diaforasa (DIA,
E.C.1.6.4.3) y manosa fosfo-isomerasa (MPI, E.C.
5.3.1.8).
Finalmente, 51 de los 61genotipos de la población
de mejora, fueron caracterizados mediante 14 RAPD
polimórf icos, siguiendo la metodología descrita en
Abuín et al., (2002).
Para la caracterización genética mediante isoenzi-
mas, se tomaron pequeñas porciones de hoja, que fue-
ron procesadas en el tampón de extracción de Arul-
sekar y Parfit (1986) [(1,3x cantidad de peso fresco,
4°C): 0,05M de Tris, 0,007M de ácido cítrico, 10% de
cisteína, 10% de ácido ascórbico, 1% de polietilen-
glicol, 0,001M de 2’-mercaptoetanol, y 8% de PVP-
40]. Tras el homogeneizado de las muestras, estas se
analizaron mediante electroforesis horizontal en gel
de almidón en los 4 sistemas isoenzimáticos relacio-
nados. La separación de los isoenzimas en MDH, SDH
y 6-PGD se llevó a cabo con el sistema de tampón de-
sarrollado por Wendel y Weeden (1989), en almidón
al 12% (Sigma) con 35 mA constante y durante 3 ho-
ras (tampón electrodo: ácido cítrico 0,04M a pH 8,1
con N-morfolina; tampón gel: 1 parte de tampón elec-
trodo: 19 partes de agua). El isoenzima PGM, se re-
solvió de acuerdo con el protocolo de Shields et al.
(1983) a una corriente de 100/200 V manteniéndolo a
menos de 40 mA durante 3,5 horas en almidón al 12%
de Starch Art Corporation (tampón electrodo: Tris-ci-
trato 0,1m pH 7 con NaOH 2N; tampón gel: DL-His-
tidina 0,005m pH 7,0). Los isoenzimas diaforasa
(DIA, E.C.1.6.4.3) y manosa fosfo-isomerasa (MPI,
E.C. 5.3.1.8) se resolvieron de acuerdo al protocolo
modif icado de Müller Starck (1984) en almidón al
12% (Sigma) a 160 V sin superar los 80 mA y duran-
te 5 horas (tampón electrodo: tris (0,15M) a pH 7,3
con ácido cítrico; tampón gel: 1 parte de tampón elec-
trodo: 3,3 partes de agua). El tamaño del gel es de 19
× 15,5 × 1 cm. Los seis isoenzimas fueron teñidos de
acuerdo con Vallejos (1983).
La metodología de la técnica con RAPDs se des-
arrolla en el artículo de Abuín et al. (2002).
Análisis Estadístico
A partir de los valores de frecuencias alélicas de los
datos aportados por isoenzimas se calculó la hetero-
cigosidad observada (Ho) y esperada (He), el número
observado de alelos (na), el número efectivo de alelos
(ne) y el FIS o índice de fijación (Wright, 1978). A par-
tir de la matriz de distancias de Nei y Roychoudhury
(1973) se construyó un dendrograma, para la clasifi-
cación de individuos de la población de mejora. Para
el cálculo de todos ellos se utilizó el paquete estadís-
tico Popgene (Yeh y Yang, 1999).
Mediante el cálculo del sesgo de la distribución alé-
lica (Sk) se determinó el grado de desviación entre el
número de alelos observado y efectivo, como: Sk= (na-
ne)/(na-1) (Fornari et al., 1999).
En cuanto a la estructura genotípica de la pobla-
ción de mejora, el cálculo de los genotipos teóricos
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para todos los loci estudiados es según Cheliak y Pi-
tel (1984):
L L
Ngt = Π {ni(ni + 1)/2} = Πngi
i = 1 i = 1
donde Ngt es el número de genotipos diferentes para
todos los loci, ngi es el número de genotipos diferen-
tes en el locus i, ni es el número de alelos en el locus i
y L es el número de loci analizados.
En el estudio de la población de mejora mediante
14 RAPD polimórf icos (Abuín et al., 2002) se cal-
culó el número de loci polimórficos, el número efec-
tivo de alelos, el grado de equifrecuecia de los ale-
los (Sk), la diversidad genética (Nei y Roychoudhury,
1973), y la matriz de distancias genéticas (Nei, 1987)
entre individuos mediante el programa Popgene (Yeh
y Yang, 1999). Por otro lado, la correlación de las
distancias genéticas entre los genotipos estudiados
con ambos tipos de marcadores se analizó mediante
el test multivariante de Mantel de comparación de
matrices (Mantel, 1967), utilizando la herramienta
informática NTSYS-pc 2,1 (Exeter Software, Setau-
ket, New York).
Resultados
Estudio de la diversidad de la población 
de mejora
En los cuatro sistemas enzimáticos estudiados tan-
to en la población de mejora como en las poblaciones
naturalizadas se distinguieron 9 loci diferentes, sien-
do el 44,4% de los mismos polimórficos (Tabla 1).
El número de alelos observados en la población
de mejora (Tabla 1), presentó idéntico valor medio
al de las poblaciones naturalizadas (1,56). Sin em-
bargo, el número efectivo de alelos fue superior en
la población de mejora (1,42) frente a las poblacio-
nes naturalizadas (1,34). De esta manera, el valor
medio del parámetro Sk para la población de mejora
(0,25) fue inferior al de las poblaciones naturaliza-
das (0,39).
El valor medio de la heterocigosidad observada pa-
ra la población de mejora es de 0,197. Este valor es li-
geramente superior a los obtenidos en las poblaciones
naturalizadas (Tabla 1). De la misma manera, la hete-
rocigosidad esperada presentó valores inferiores en las
poblaciones naturalizadas.
En la misma Tabla 1, se recogen también los valo-
res de FIS, que apenas se apartaron de 0 (0,069) en la
población de mejora, siendo muy similares a los obte-
nidos para las poblaciones naturalizadas, aunque es-
tos ligeramente inferiores (0,055).
En la Tabla 2 aparecen reflejados los valores co-
rrespondientes a los loci polimórficos estudiados en
la población de mejora. En ella se observa que el lo-
cus MDH-3 presenta un valor máximo de Sk (0,75), ya
que el número efectivo de alelos es muy inferior al nú-
mero de alelos observados. Además, los valores de he-
terocigosidad presentaron un valor mínimo del 0,131
para MDH-3, que también se refleja en el valor de FIS
(0,354). Este locus se aleja del equilibrio acercándo-
se al monomorfismo.
Sin embargo, aunque 6PGD-2 presenta valores de
Sk bastante bajos, lo que indicaría que sus alelos se
aproximan a la equifrecuencia, se observa que uno de
los alelos aparece en inferior frecuencia que los otros
dos. Este isoenzima 6PGD-2 refleja además el mayor
valor de heterocigosidad observada (0,66), superando
incluso a la esperada, y presentando también el valor
de FIS más bajo.
Dos de las poblaciones naturalizadas (Valadouro y
Burgohondo) fueron analizadas con tres loci más
(DIA-1, DIA-2 y MPI), de los cuales dos son poli-
mórficos (DIA-1 y DIA-2). Ambas poblaciones fue-
ron de nuevo analizadas añadiendo los dos nuevos lo-
ci polimórficos (Tabla 3). Al aumentar el número de
isoenzimas estudiados, el grado de polimorfismo se
incrementó hasta el 50%, y el parámetro Sk disminu-
yó ligeramente (0,27), siendo el número efectivo de
alelos superior en ese caso (1.41). Los valores de he-
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Tabla 1. Parámetros genéticos para poblaciones naturalizadas (Valadouro, Burgohondo y Silleda) y la población de mejora
Poblaciones %P na ne Sk Ngt Ngo Ho He FIS
Población de mejora (9 isoz) 44,4 1,56 1,42 0,25 2,2 2,1 0,197 0,202 0,069
3 poblaciones naturalizadas (9 isoz) 44,4 1,56 1,34 0,39 2,2 2,1 0,177 0,186 0,055
%P: porcentaje de loci polimórficos; na: número observado de alelos; ne: número efectivo de alelos; Sk: sesgo de la distribución
alélica; Ngt: número de genotipos teóricos; Ngo: número de genotipos observado; Ho: heterocigosidad observada; He: heteroci-
gosidad esperada; FIS: índice de fijación.
terocigosidad, tanto observada (0,206) como espera-
da (0,219) se vieron incrementados en este nuevo aná-
lisis, así como el parámetro FIS, que también incre-
menta su valor (0,058).
El número de genotipos teóricos (Ngt) (Cheliak y
Pitel, 1984), para todos los loci estudiados fue de 162.
Sin embargo, en el conjunto de la población de mejo-
ra de 61 individuos, se observaron sólo 38 genotipos
distintos, lo que supone un 62,2% de genotipos iden-
tificados como diferentes. En la Tabla 4 se muestran
los genotipos teóricos y observados para cada isoen-
zima en la población de mejora. En todos los casos el
número teórico (Ngt) y el observado (Ngo) de genoti-
pos se mantuvo para todos los loci estudiados, excep-
to en el caso de 6PGD-2 donde el genotipo CC no apa-
rece representado por ninguno de los individuos de la
población de mejora. En general las frecuencias ge-
notípicas de los heterocigotos fueron superiores a las
de los homocigotos, excepto en el locus MDH-3. En
el caso del locus 6PGD-2 la proporción de heteroci-
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Tabla 2. Parámetros genéticos para los isoenzimas de la población de mejora
Isoenzima
Tamaño
na ne Sk
Alelo
Ho He FIS
muestra A B C
PGM-1 120 2 1,99 0,01 0,475 0,525 — 0,483 0,503 0,031
PGM-2 120 1 1,00 1,00 1,000 — — 0,0 0,0 0,0
SDH-1 122 2 1,91 0,09 0,606 0,393 — 0,492 0,481 –0,030
SDH-2 122 1 1,00 1,00 1,000 — — 0,0 0,0 0,0
MDH-1 122 1 1,00 1,00 — 1,000 — 0,0 0,0 0,0
MDH-2 122 1 1,00 1,00 1,000 — — 0,0 0,0 0,0
MDH-3 122 2 1,25 0,75 0,115 0,885 — 0,131 0,205 0,354
6PGD-1 102 1 1,00 1,00 1,000 — — 0,0 0,0 0,0
6PGD-2 102 3 2,62 0,19 0,196 0,500 0,304 0,667 0,625 –0,077
Media 102 1,5 1,42 0,26 0,197 0,202 0,069
Ver abreviaturas en Tabla 1.
Tabla 3. Parámetros genéticos para poblaciones naturalizadas (Valadouro y Burgohondo) analizadas con distinto número de
isoenzimas
Poblaciones naturalizadas %P na ne Sk Ngt Ngo Ho He FIS
9 isoenzimas 44,4 1,56 1,35 0,37 2,2 2,1 0,182 0,189 0,038
12 isoenzimas 50,0 1,56 1,41 0,27 2,2 2,1 0,206 0,219 0,058
Ver abreviaturas en Tabla 1.
Tabla 4. Estructura genotípica de la población de mejora
Isoenzimas Ngt Ngo
Genotipo
AA AB AC BB BC CC
PGM-1 3 3 0,234 0,483 — 0,283 — —
PGM-2 1 1 1,000 — — — — —
SDH-1 3 3 0,361 0,492 — 0,147 — —
SDH-2 1 1 1,000 — — — — —
MDH-1 1 1 — — — 1,000 — —
MDH-2 1 1 1,000 — — — — —
MDH-3 3 3 0,049 0,131 — 0,820 — —
6PGD-1 1 1 1,000 — — — — —
6PGD-2 6 5 0,039 0,059 0,294 0,255 0,353 0,000
Media 2,2 2,1
Ngt: número de genotipos teóricos; Ngo: número de genotipos observados.
gotos no apareció de una manera uniforme, sino en una
menor proporción para uno de ellos (AC).
Por otro lado, el porcentaje de genotipos identifi-
cados como distintos en las tres poblaciones naturali-
zadas estudiadas con 4 loci polimórficos resultó ser
inferior al obtenido en la población de mejora (50,7%).
Sin embargo, al analizar solamente las poblaciones de
Valadouro y Burgohondo resultó un valor del 70,5%,
lo que nos indica que la población excluida en este aná-
lisis (Silleda) presentó menor variabilidad. Por otro la-
do, estas mismas poblaciones analizadas con dos iso-
enzimas polimórf icos más, el número de genotipos
identificados se incremento hasta un 91,5%.
Estudio comparativo entre isoenzimas 
y RAPD
Como se observa en la Tabla 5, el grado de poli-
morfismo fue superior en el caso de isoenzimas, así
como en el número efectivo de alelos (ne) y el núme-
ro de alelos por locus (na), por lo que el valor de Sk
es superior (0,54) en el análisis con RAPDs. En cuan-
to a los valores de diversidad genética, también se ob-
servó una clara superioridad en los valores obtenidos
por isoenzimas (0,202) frente a los obtenidos con
RAPD (0,060).
Al comparar los dendrogramas elaborados para los
dos marcadores, se observa que la variabilidad apor-
tada por los 4 loci polimórficos, nos permite identifi-
car individualmente 38 de los 51 genotipos estudiados
(74,5%), produciéndose agrupaciones de hasta cuatro
individuos como pertenecientes al mismo clon. Sin
embargo, en el estudio realizado con RAPD se obtu-
vieron 46 genotipos diferentes, de los 51 estudiados
(90,2%). Por otro lado se realizó el análisis conjunto
de los resultados de isoenzimas y RAPDs de manera
conjunta, obteniéndose un dendrograma en el que se
observa una discriminación del 100% de los genotipos
estudiados.
Con el f in de determinar la posible relación entre
los dos tipos de marcadores, se llevó a cabo la corre-
lación entre las matrices de distancia genética, gene-
radas a partir de las bases de datos de ambos marca-
dores mediante el test de Mantel. El coef iciente de
correlación resultante fue bajo, y poco significativo
(r = 0,034; P = 0,32).
Discusión
Estudio de la diversidad de la población 
de mejora
El grado de polimorfismo encontrado en las pobla-
ciones de mejora y naturalizadas está por debajo del
59% obtenido para especies de amplia distribución
(Hamrick et al., 1991), lo que evidencia una menor di-
versidad para esta especie. Los valores obtenidos en
nuestro estudio son más parecidos a los encontrados
anteriormente por Fornari et al. (1999) y Malvolti, et
al. (1994) en estudios realizados para la distribución
europea y asiática de J. regia, donde se han encontra-
do valores de polimorfismo del 47% y 31,3% respec-
tivamente para esta especie.
Por otro lado, el número de alelos observados está
por debajo de los encontrados para nogal en el nor-
oeste de la península (na = 2, Fornari et al., 1999), y
por encima de los encontrados para poblaciones ita-
lianas (1,37; Malvolti et al., 1994). Con relación a es-
te parámetro, los valores de Sk, se situaron por debajo
de los encontrados en la distribución europea de la es-
pecie (0,5; Fornari et al., 1999; Malvolti et al., 1993).
En otras especies Sk alcanzó valores de 0,38 (calcula-
do a partir de los resultados encontrados en la litera-
tura) en Castanea sativa Mill. (Villani et al., 1991),
valor parecido al obtenido en las poblaciones natura-
lizadas aquí estudiadas, hasta un máximo de 0,83 en
el caso de Quercus ilex L. (Yacini y Lumaret, 1989).
En cualquier caso estos resultados son superiores a los 
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Tabla 5. Tabla comparativa de la diversidad genética de la población de mejora para isoenzi-
mas y RAPD
Marcadores
Tamaño
%P na ne Sk Hemuestra
Isoenzimas 51 44,44% 1,56 1,42 0,25 0,202
RAPD 51 21,54% 1,22 1,10 0,54 0,060
Ver abreviaturas en Tabla 1.
encontrados en la población de mejora del presente es-
tudio, lo que se interpreta como una mayor equifre-
cuencia alélica en la población de mejora.
Los valores de heterocigosidad observada encon-
trados en la población de mejora y en las poblaciones
naturalizadas fueron inferiores a los hallados en el nor-
oeste de la península (0,385) (Fornari et al., 1999), e
incluso inferiores a la mitad del valor calculado para
esta especie en Italia (Ho = 0,409; Malvolti et al.,
1995). También, los resultados de FIS contrastaron con
los obtenidos por Malvolti et al. (1993, 1994) en po-
blaciones del centro de Italia (–0,20), aproximándose
más nuestros valores a un defecto de heterocigotos.
La variación observada en los parámetros de poli-
morfismo y el número de alelos entre las poblaciones
de mejora y naturalizadas, se obtuvo también en otras
especies como es el caso de Picea sitchensis (Bong)
Carr., en la que el grado de polimorfismo ascendió de
66,6% al 100%, y él número de alelos se duplicó (Chai-
surisri y El-Kassaby, 1994). Sin embargo, en el estudio
de otras especies como Thuja plicata Donn., los valo-
res de ambos parámetros coincidieron (El-Kassaby et
al., 1993). También el incremento de la heterocigosi-
dad observada en la población de mejora frente a las
poblaciones naturalizadas, se presenta de manera ge-
neralizada para otras especies, como en Picea abies L.,
donde se vió incrementada la heterocigosidad en la po-
blación de mejora (0,32 frente a 0,23), aunque no de
manera destacada (Bergman y Ruetz, 1991).
El incremento de la variabilidad en la población de
mejora se explica por la diversa procedencia de los in-
dividuos que la forman, ya que representan un área ge-
ográfica amplia que aporta variabilidad al conjunto.
Sin embargo, las poblaciones naturalizadas se com-
ponen de individuos próximos y por tanto, más empa-
rentados, por lo que presentan una menor variabilidad,
debido al elevado grado de cruzamientos entre pa-
rientes, y de autopolinización de esta especie (Luza y
Polito, 1987). La cantidad de variación que se retiene
en una población de mejora está sujeta mayoritaria-
mente al método de selección de los individuos en cam-
po, y a la estructura de las poblaciones en que se rea-
liza dicha selección. Es decir, la selección fenotípica
de los árboles superiores determina que puedan que-
dar incluidas en la población de mejora individuos ge-
néticamente distantes, incrementando, o al menos man-
teniendo la variabilidad en el conjunto de la población
de mejora. En la población de mejora que aquí se es-
tudia, es posible que la selección fenotípica no favo-
rezca a los heterocigotos, como se refleja en el valor
de FIS, ligeramente superior a los encontrados para las
poblaciones naturalizadas que se han analizado.
Atendiendo a todos los datos analizados podemos
decir que la variabilidad de la población de mejora fue
superior a la encontrada en poblaciones naturalizadas
de localización similar. Sin embargo, estos valores de
diversidad no se consideran elevados, debido a la dis-
minución de la variabilidad de J. regia en el Oeste de
Europa indicada por Fornari et al. (1999). Por otro la-
do, hay que destacar el papel del locus 6PGD-2 en la
capacidad de la técnica de electroforesis para discer-
nir entre genotipos diferentes, contrariamente al locus
MDH-3. Además, observamos que la utilización de
mayor número de isoenzimas polimórficos en el aná-
lisis, incrementa la capacidad de discernir entre indi-
viduos diferentes.
Estudio comparativo entre isoenzimas 
y RAPD
A pesar de que los RAPDs han demostrado una ma-
yor capacidad de diferenciar entre individuos, pues los
resultados de los dendrogramas para RAPDs rinden un
mayor número de grupos que para los isoenzimas, es-
tos últimos presentan valores de diversidad superiores
a los obtenidos con RAPDs.
Estos resultados del estudio de la población de me-
jora con ambos marcadores, contrastan con los obte-
nidos por otros autores, que han revelado valores de
polimorfismo y diversidad muy parecidos entre am-
bos marcadores (Bartish et al., 2000) para la especie
Chaenomeles japónica Lindl, o en otras especies co-
mo Populus grandidendata Michx., donde se han de-
tectado valores superiores de diversidad en RAPD
frente a los encontrados para isoenzimas (0,08/0,31)
(Liuz y Furnier, 1993).
Al igual que en nuestro trabajo, se han encontrado
valores bajos de correlación entre ambos marcadores en
otras especies, como Prosopis glandulosa L. (r = 0,08;
P = 0,69), aunque en este caso los valores de variabili-
dad fueron superiores para RAPD (Bessega, et al.,
2000). Sin embargo, en la evaluación de la diversidad
genética de un banco de germoplasma de Allium sati-
vum L. se determinó una elevada correlación entre am-
bos marcadores (r = 0,57) indicando una significativa
asociación entre ambos (Ipek y Simon, 2002). En nues-
tro estudio, las diferencias en los valores de variabili-
dad entre ambos marcadores, y el bajo coeficiente de
correlación entre ellos, confirman un alto grado de dis-
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crepancia entre estas dos clases de marcadores, lo que
refleja que ambos marcadores refieren, en este caso, in-
formación sobre distintos fragmentos del genoma.
Por otro lado se ha visto que al incrementar el nú-
mero de loci polimórficos en el análisis genético se
consigue una diferenciación del 91,5% de los indivi-
duos, valor bastante elevado. Si además tenemos en
cuenta que el desarrollo de la técnica de electroforesis
es más económico y menos trabajoso que la resolución
con RAPDs se puede considerar sobradamente útil el
empleo de isoenzimas en la identificación y diferen-
ciación de genotipos.
Sien embargo, algunos autores han concluido que
la aplicación simultánea de ambas técnicas propor-
ciona el método más fiable para determinar los pará-
metros de diversidad genética de poblaciones, así co-
mo sus relaciones f ilogenéticas (Chan y Sun, 1997;
Ayres y Ryan, 1999). Esto, unido al hecho de que el
estudio conjunto de ambos marcadores amplía el ran-
go de discriminación al 100%, ratifica la idea de que
la utilización conjunta de ambos marcadores mejor los
resultados de identificación clonal.
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